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り TS 細胞 (bi-parental TS: TSbip) 株を樹立した。次に、次世代シークエンサーを



















た、TSmole株において p57KIP2 を強制発現させ高密度で培養した場合、S 期細胞の
割合が 42.0±4.0%から 28.1±1.5%へと有意に低下した。p57KIP2 をノックアウトし





















現制御機構であり 1)、インプリンティングを受ける遺伝子 (インプリント遺伝子) 
は、特定の親由来のアレルのみから発現する (図 1)。インプリント遺伝子の発現
調節には、アレル特異的なメチル化領域 (DMR: Differentially methylated region) 

























ず胎児成分のみからなる腫瘍 (卵巣奇形腫) を生じる 9)。これまでに、マウスと
ヒトでそれぞれ約 100 種類のインプリント遺伝子が報告されており 
(http://igc.otago.ac.nz/home.html) 10)、その多くの遺伝子は胎盤で発現している。ま
た、遺伝子改変マウスを用いた解析から、胎盤発生に重要な機能を有するイン
プリント遺伝子が、数多く発見されている (表 1) 11)。一部例外はあるものの、
多くの母性発現を示す遺伝子 (母性発現遺伝子、MEG: Maternally expressed gene) 
は胎盤の成長を負に制御するのに対し、父性発現を示す遺伝子 (父性発現遺伝子、

































ピン (hCG: human chorionic gonadotropin) 値は、比較的高値を示す。また、治療
が遅れると、妊娠高血圧症候群様の症状が高率に生じる。欧米よりも我が国を










前述のように、全奇胎は雄核発生を原因とする (図 7)19, 20)。全奇胎の 90％以
上は、ゲノムがすべて極体へ排出されるか、または不活化した卵 (ゲノム欠損卵) 
に、正常 1 倍体精子が受精することにより発生する (1 精子授精･雄核発生)。こ
の場合、体細胞分裂の過程で染色体数の倍加が生じるため、奇胎細胞のすべて










Sebire らは、3、7、8 番染色体の父親姓トリソミーと 11 番染色体の父由来
アレルの片親性ダイソミーを含む染色体異常により全奇胎に似た組織像を呈す














HDAC の阻害剤と EGF タンパクを添加した培養液を用いて培養することで、ヒト
TS 細胞の樹立に成功した (図 8、図 9) 25)。ヒト TS 細胞は、長期間 (6 ヶ月以上、
80 継代) 安定に維持することができ、異なる条件で培養すると、胎盤ホルモン分泌
に働く合胞体栄養膜 (SynT: Syncytiotrophoblast) 細胞と子宮内膜への浸潤能を有す
























日を 0 週 0 日とし計算した。摘出した組織検体は、病理専門医による組織病理
学的診断により、全奇胎であることを確認した。患者年齢、妊娠週数などの患





塩水を加えて細切し、Accumax (Innovative Cell Technologies 社) 20 ml と、TrypLE 
(Life Technologies 社) 10 ml を加え、37°C で 30 分間震盪した。さらに 70 μm メッ
シュフィルターで細胞をろ過し、細胞懸濁液を回収した。細胞懸濁液に、2% FBS 
(Fetal bovine serum、GIBCO 社) と 20% DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium、Wako 社) を含む PBS (Phosphate buffered salts、Wako 社) の混合溶液 (以
下 FBS/DMEM/PBS 液) を 20ml 加え、14,000rpm で 10 分間遠心し、細胞を回収
した。この細胞を FBS/DMEM/PBS 液 4 ml に懸濁し、氷上に保存した。上記の
処理を、3-4 回繰り返した後、得られた細胞懸濁液を再度 70 μm メッシュフィル




FBS/PBS 溶液 1 ml に懸濁した。得られた細胞懸濁液に、PE (Phycoerythrin) で標
識された抗 CD49f (ITGA6) 抗体 (Miltenyi-Biotec 社) を 30 μl 加え、遮光下で 10
分間静置した。次に PE selection cocktail (STEMCELL Technologies 社) 30 μl を加
え、遮光下で 10 分間静置した。さらに Magenetic particle (STEMCELL Technologies
社) 20 μl を加え遮光下で 10 分間静置した。細胞懸濁液に 2% FBS/PBS 液を加え
て 10 ml にメスアップし、マグネットスタンドにセットした後、遮光下で 7 分間
静置した。不要な細胞を除去するため、磁石にセットしたまま、試験管を静か
に傾けて、試験管内の溶液を廃棄した。さらに、CT 細胞の純度を高めるため、
再度 2% FBS/PBS 溶液 10 ml に懸濁し、同じ操作を 3 回繰り返した。最後に得ら
れた細胞懸濁液を、14,000 rpm で 5 分間遠心して、細胞を回収した。得られた
CT 細胞は、CELLBANKER 1 (ZENOAQ 社) に懸濁し、-80°C で 24 時間以上冷却
した後、液体窒素中に移して保存した 
 
3. TSbip株および TSmole株の樹立 
過去の文献 25) に従い、以下に示す培地を作製した。DMEM/Ham’s F-12 (Wako
社) に 0.1mM 2-Mercaptoethanol (Wako 社)、0.2% FBS、0.5% Penicillin-Streptomycin 
(GIBCO 社)、0.3% BSA (Wako 社)、1.5 μg/ml L-ascorbic acid (Wako 社)、1% ITS-X 
supplement (Wako 社) 50 ng/ml EGF (Wako 社) を加え、TS 基礎培地を調整した。
使用直前に、TS 基礎培地に、2 μM CHIR99021 (GSK3 阻害剤、Wako 社) 、0.5 μM 
A83-01 (TGF-β 阻害剤、Wako 社)、1 μM SB431542 (TGF-β 阻害剤、Wako 社)、0.8 
mM Valproic acid (HDAC 阻害剤、Wako 社)、5 μM Y27632 (ROCK 阻害剤、Wako
社) を加え、TS 培地を調整した。 
細胞の培養は、5 μg/ml Collagen IV (Corning 社) で 1 時間以上コーティングし




培地 2 ml を加え、0.5-1 x 106 個の CT 細胞を播種した。培地交換は、2 日に 1 回
行った。細胞密度が 60-80%に達した時点で、TrypLE を 1 ml 加え、37°C で 15-18
分間処理して細胞を剥離した。細胞を遠心して回収した後、新しいウェルに
1:2-1:4 の比率で希釈して播種した。継代を 3-4 回繰り返し、細胞の増殖速度が
安定した後は、希釈比率を 1:4 に固定し、2 日に 1 回の継代を行った。特に断り
のない限り、実験には 10-20 継代の細胞を使用した。細胞の凍結保存には、
CELLBANKER 1 を使用した。コントロール用の細胞 (biparent TS: TSbip 株) は、
3 株 (TSbip #1-#3) は過去の報告 25) で樹立した株と同じものを使用し、今回新た
に樹立した 1 株 (TSbip #4) は DNA コピー数多型解析にのみ用いた (表 3)。 
 
4.  TSbip株、TSmole株の分化誘導 
DMEM/Ham’s F-12 に 0.1mM 2-Mercaptoethanol、0.5% Penicillin-Streptomycin、
0.3% BSA、1% ITS-X supplement を加え、分化用培地を調整した。 
EVT 細胞への分化誘導は以下の手順で行った。分化用培地に 100 ng/ml NRG1 
(Cell signaling 社)と、7.5 µM A83-01、2.5 µM Y27632、4% KnockOut Serum 
Replacement (Thermo Fisher Scientific 社) を加えて調整した EVT 分化培地を、1 
mg/ml Collagen IV で 1 時間以上コーティングした 6 穴マルチプレート 1 ウェル
につき 2 ml 加えた。80%コンフルエントまで培養した TS 細胞に、TrypLE 1ml
を加え 37°C で 15 分間処理して細胞懸濁液を調整し、1 ウェルにつき 0.75 x 105 
個の TS 細胞を播種した。播種後すぐに最終濃度が 2％になるように Matrigel 
(Corning 社) をウェルに加えて攪拌した。播種後 3 日目に培地交換を行った。こ
のときの培地は、初日の EVT 培地より NRG1 を除いたものを使用した。6 日目
に解析を行った。 
SynT 細胞への分化誘導は以下の手順で行った。分化用培地に 2 µM Forskolin 




培地を、2.5 mg/ml で 1 時間以上コーティングした 6 穴マルチプレート 1 ウェル
につき 2 ml 加えた。80%コンフルエントまで培養した TS 細胞に、TrypLE 1ml
を加え 37°C で 15分間処理して細胞懸濁液を調整し、1ウェルにつき 1.0 x 105 個
の TS 細胞を播種した。2 日目に培地交換を行い、4 日目に解析を行った。 
 
5. 細胞増殖能の検定 
細胞数の計測には、自動セルカウンター (OLYMPUS 社) を用いた。1 株につ
き独立した 3 回の実験を行った。 
 
6. Total RNA 抽出  
Total RNA 抽出は、RNeasy Mini Kit (Qiagen 社) を用いて行った。各実験につ
き 0.1-1x106 個の細胞を用いた。得られた RNA 溶液は、分光光度計 Nanodrop 
ND1000 (Thermo Fisher Scientific 社) を用いて濃度を測定し、100 ng/µl に調整し
て、-80°C で凍結保存した。 
 
7. RNA-Seq 法による遺伝子発現解析 
Agilent 2200 Tapestation と RNA screen Tape (ともに Agilent Technologies 社) 
を用い、RNA integrity number (RIN) 値の測定を行い、9.0 以上であることを確認
した。TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit (Illumina 社) を用いてライブラ
リーを作製し、Hiseq 2500 (Illumina 社)を用いて 101 塩基長のペアエンドシーク
エンスリードを取得した。得られたシークエンスリードは RefSeqGene 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/) をアノテーションデータとし、ソフトウ
ェア TopHat 26) を用いて、リファレンスゲノム Human genome build 38 (UCSC 








8. SNP マイクロアレイによるコピー数多型解析 
0.5-1.0x106 個の細胞から Nucleospin tissue kit (Macherey-Nagel 社) を用いて抽
出し、50 µl の 5 mM Tris-HCl (pH 8.5) に DNA を溶解した。分光光度計 
NanodropND1000 (Thermo Fisher Scientific 社) を用いて、マイクロアレイ解析に
必要な条件である、濃度 DNA 濃度≥50ng/µl、かつ A260/A280 ≥1.6 を満たしてい
ることを確かめた。SNP マイクロアレイには、ジャポニカアレイ v2 (Toshiba 社) 
27) を用いた。出力されたデータより、ソフトウェア Axiom Analysis Suite 
(v1.1.1.66) (Thermo Fisher Scientific 社) を用いて、プロトコル Best Practice 
Workflow に従い遺伝子多型解析を行った。さらに得られたデータを基に、ソフ
トウェア Axiom CNV Tool (v1.1) (Thermo Fisher Scientific 社) を使用してコピー
数多型 (CNV) 解析を行った。 
   
9. WGBS (Whole genome bisulfite sequence) 法による DNA メチル化の解析 
以下の手順でゲノム DNA を抽出した。培養細胞 0.5-1x106 個を、Genome lysis 
buffer (0.25 mg/ml proteinase K、150 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、10 mM 
EDTA (pH 8.0)、0.1% Sodium dodecyl sulfate の混合液) 400 µl に溶解し、55°C で
2-4 時間保温した。続いてフェノール/クロロホルム抽出を行い、DNA を溶出し
た上清 (水層) を回収した。得られた上清 (400 µl 以下) に、20 mg/ml RNase A 
(Invitrrogen 社) を 10 µl 加え、37°C で 30-60 分保温し、さらに 20 mg/ml Ptoteinase 





の濃縮を行い、10-15 µl の TE (Tris-EDTA buffer (pH8.0)) に溶解した。 
WGBS ライブラリーの調整は、PBAT (Post-bisulfite adaptor-tagging) 法を用い
て行った 28, 29)。まず、EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research 社) を用い
て、抽出した DNA のバイサルファイト処理を行った。続いてビオチン付加ラン
ダムプライマーBiO-PEA2-W4N4 (5'-biotin - ACA CTC TTT CCC TAC ACG CTC 
TTC CGA TCT WWW WNN NN- 3'; W = A or T) と DNA ポリメラーゼ Klenow 
Fragment (3'→5' exo-) (New England Biolabs 社) を用いて、第 1 鎖合成反応を行っ
た。反応終了後、磁気ビーズ AMPure XP (Beckman Coulter 社) を使用した DNA
の精製を 2 回行い、51 µl の TE に溶解した。 
続いて、ビオチン化標識された DNA をストレプトアビジンビーズに結合さ
せるために、以下の操作を行った。ストレプトアビジン結合用ダイナビーズ
Dynabeads M280 Streptavidin (Invitrogen 社) 20µl を 1.5 ml チューブに取り、マグ
ネットスタンドに立てて上清を除去し、2x Li solution (10 mM Tris–HCl (pH 7.5)、
1 mM  EDTA、3 µM LiCl) 50 µl を加え、よく懸濁した。次に、AMPure XP から
溶出した DNA 溶液 50 µl と Dynabeads M280 Streptavidin 50 µl を混合した。混
合液を室温で 30 分間ゆっくり回転させた後、マグネットスタンドに立ててビー
ズを収集し、180 µl の 2x Li solution で洗浄した。洗浄したビーズを 180 µl の 0.1 
N NaOH に懸濁し、室温で 2 分間静置した。この 2x Li solution と NaOH による
アルカリ洗浄を再度繰り返した。最後に、マグネットスタンドを用いてビーズ
を収集し、180 µl の 10 mM Tris-HCL (pH7.5) をビーズに加え懸濁した。 
マグネットスタンドにチューブを立ててビーズを集め、上清を除き、ランダ
ムプライマーPE-reverse W4N4 (5'-CAA GCA GAA GAC GGC ATACGA GAT XXX 




Klenow Fragment (3'→5' exo-) (50000 Unit/ml) を含む PCR 溶液を加え、第 2 鎖合
成反応を行った。再度マグネットスタンドにチューブを立ててビーズを集め、
上清を除き、Primer3 (5'-AAT GAT ACG GCG ACC GAG ATC TAC ACT CTT TCC 
CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC T-3')、Bst DNA polymerase large fragment (DNA
ポリメラーゼ、New England Biolabs 社) を含む反応液を加え、DNA の 2 本鎖化
と DNA 溶出用の PCR 反応を行った。反応後の PCR 溶液に Exonuclease I (New 
England Biolabs 社) を 20 Unit 加え、37°C で 30 分間保温した後、70°C で 10 分
間保温し、Exonuclease I を失活させた。再度 AMPure XP を用いて二本鎖 DNA
を 2 回精製し、最終的に 22 µl の 10 mM Tris-acetate (pH 8.0) に溶出した。 
KAPA Library Quantification Kit for Illumina platforms (Kapa Biosystems 社) と
StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystem 社) を用い、PBAT ライブラリ
ーの濃度を測定した。使用したプライマー配列を以下に記す。 
Primer 1: 5'-AAT GAT ACG GCG ACC GA-3'  
Primer 2: 5'-CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA-3' 
Illumina HiSeq 2500 を用いて PBAT ライブラリーを解析し、101 塩基長のシ
ングルエンドリードを取得した。Bismark (v0.9.0) 30)を用いて、リファレンスゲ
ノム UCSC hg38 にマッピングを行った。Bismark methylation extractor を用いて、
シトシンのメチル化率を算出した後、各 CpG についてメチル化率を算出した。
解析には、5 リード以上でカバーされた CpG サイトのデータを用いた。 
 
10. qRT - PCR 法による遺伝子発現解析 
Total RNA を鋳型とし、PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara Bio
社) を用いて cDNA 合成を行った。逆転写用のプライマーには、Oligo dT プラ




StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystem 社) を用い、ΔΔCT 法により相
対的定量解析を行った。内部コントロール遺伝子としては、GAPDH を用いた。
発現解析で用いたプライマー配列は、以下に記す。 
p57KIP2   Forward: 5'-AGC TGC ACT CGG GGA TTT C-3' 
      Reverse: 5'-ACT TCT CAG GCG CTG ATC TCT T-3' 
EIF1AY   Forward: 5'- CAT TTG GTC CTG GAG ATG ATG A -3' 
      Reverse: 5'- GGC CAA AAT CCC AAC TGT AGA A-3' 
GAPDH  Forward: 5'-CCT CAA CGA CCA CTT TGT CAA G-3' 
       Reverse: 5'-TCT TCC TCT TGT GCT CTT GCT G-3' 
 
11. 細胞免疫染色法 
プレート上で培養された細胞を 4% PFA (Paraformaldehyde) で 10 分間固定し
た後、0.3% Triton X-100 で 5 分間透過処理を行い、2% FBS/PBS にて 1 時間ブロ
ッキングを行った。一次抗体を加え、4 °C で 6 時間以上静置した後、細胞を 2% 
FBS/PBS で洗浄した。Alexa Flour 555 もしくは Alexa Flour 488 で標識した二次
抗体を加え、室温で 60 分間震盪した。核染色には Hoechst 33258 (Dojindo 社)を
使用し、画像は倒立型蛍光位相差顕微鏡 BZ-X710 (Keyence 社) を使用して撮影
した。使用した抗体とその希釈率を以下に示す。 
Anti-TAFAP2C (Santa Cruz Biotechnology 社) 1:200 
Anti-GATA3 (Cell Signaling 社) 1:100 
Anti-KRT7 (Abcam 社) 1:100 
Anti-p57KIP2 (Neomarkers) 1:1000 
Alexa Fluor 488 conjugated anti-mouse IgG (Cell Signaling 社) 1:666 




Alexa Fluor 555 conjugated anti-mouse IgG (Cell Signaling 社) 1:666 
 
12.  レンチウイルスを用いた遺伝子導入 
レンチウイルスベクターCS-CA-MCS (理研バイオリソースセンターより提
供) を改変し、ドキシサイクリン (以下 Dox) 依存的に目的の遺伝子 (今回は
p57KIP2) を発現する実験系を構築した。具体的には、CS-CA-MCS の CAG プロ
モーターの下流に、Tet オペレーターに結合して転写を活性化させる TET3G を
クローニングした (pCAG-Tet3G 発現ベクター)。また、CS-CA-MCS の CAG プ
ロモーターを TRE3G プロモーターに置き換えたベクターを作成し (p3G ベクタ
ー)、その下流に p57KIP2 のアミノ酸コード領域をクローニングした (p3G-p57KIP2
発現ベクター)。Lipofectamine LTX (Thermo Fisher Scientific 社) を用いて、
p3G-p57KIP2発現ベクター (2.4 μg) または pCAG-Tet3G 発現ベクター (2.4μg) を、
レンチウイルス産生用プラスミドベクターである pCMV-VSVg-RSV (1.4μg ) と
pCAG-HIVgp (1.4 μg) とともに、293T 細胞に導入した。24 時間後に、10 µM 
Forskolin (Wako社) を添加し、さらに48時間培養を行った後に培地を回収した。
Lenti-X Concentrator (Takara Bio 社) を用いてウイルスを濃縮し、-80 °C で凍結保
存した。作成したレンチウイルスを細胞に添加し、24 時間後に 20 ng/ml Dox を
加えることで、p57KIP2 の発現を誘導した。TET3G、p57KIP2 のクローニングに用
いた配列は表 4 に示す。 
 
13. CRISPR-Cas9 技術によるゲノム編集法 
ゲノム編集には、CRISPR-Cas9 技術 31) を利用した。まず、ウェブツール
CHOP-CHOP (https://chopchop.cbu.uib.no) 32) を用いて、本研究での機能解析対象




した。CS-CA-MCS の CAG プロモーターを hU6 プロモーターに置換し、その下
流に gRNA のターゲット配列と  Scaffold 配列をクローニングした 
(pCAG-U6-p57KIP2gRNA 発現ベクター)。 また、p3G ベクターに Cas9 のアミノ
酸配列をクローニングして p3G-Cas9 発現ベクターを作成した。これらのベクタ
ーを用い、前項 11 と同様の方法で、レンチウイルスを作成した。TSbip 株に、3
種類のレンチウイルス pCAG-U6-p57KIP2gRNA、p3G-Cas9、pCAG-Tet3G を感染
させ、24 時間培養した後、100 ng/µl の Dox を加えて Cas9 の発現を誘導した。
その後、一旦細胞を CELLBANKER 1 に懸濁し、-80°C で 24 時間以上保存した。
細胞を再融解し、限界希釈して 48 穴マルチウェルプレートに播種し、クローン
化した細胞を単離した。単離した細胞から DNA を抽出し、gRNA のターゲット
領域を PCR 法 で増幅後、サンガー法による塩基配列解析により p57KIP2 の変異
解析を行った。hU6、Cas9、Scaffold 配列、p57KIP2 の gRNA のクローニングと、
サンガー法に使用したプライマー配列は表 4 に示す。 
 
14. フローサイトメトリー 
p57KIP2 の発現解析は、以下の手順で行った。まず細胞を TrypLE で剥離し、
70% EtOH に懸濁した後、4°C で 12 時間以上固定した。0.1% Triton X による細
胞透過処理を行い、抗 p57KIP2 抗体 (Neomarkers 社) を 1:200 の濃度で加え、6 時
間以上 4°C で静置した。PBS で細胞を洗浄後、Alexa Fluor 488-conjugated 
anti-mouse IgG (Cell signaling、1:500)、20 µg/ml RNAase (Thermo Fisher Scientific)、
50 µg/ml PI (DOJINDO) を加えて室温で 1 時間静置した。細胞を洗浄した後、
FACS Aria II (BD Bioscience 社) と Flow Jo (BD Bioscience 社) を使用して、フロ
ーサイトメトリー解析を行った。 




加えて 1 時間培養した後、TrypLE で細胞を剥離し、70% EtOH を用いて固定し
た。TritonX による細胞透過処理を行った後、抗 BrdU 抗体 (1:100、Abcam 社) を
用いた免疫染色を行た。核を PI (Propodum iodide, Dojindo 社) で染色し、フロー
サイトメトリー解析を行った。 
 
15. 統計学的解析  





















当研究室で確立したヒト TS 細胞の培養プロトコルに従い、5 検体の全奇胎組
織より TSmole 株を樹立することに成功した (表 2)。コントロール用の細胞 
(bi-parent TS: TSbip 株) は、3 株は過去に報告した細胞株を使用し、残りの 1 株は
DNA コピー数多型解析にのみ用いた (表 3)。全ての TSmole株は、境界明瞭なコ
ロニーを形成し、形態学的には上皮系の TSbip 株と類似していた (図 10)。また、
蛍光免疫染色により、TS 細胞のマーカータンパク質である TFAP2C、GATA3、




10 回以上の継代を経た TSbip 株 (1 株) と TSmole株 (3 株) からゲノム DNA を抽
出し、SNP マイクロアレイ解析を行った。算出した log2 ratio 値と BAF (B allele 
frequency) 値を用い、染色体のコピー数とゲノム全体のホモ・ヘテロ接合性を評
価した。log2 ratio 値はコピー数に相当し、log2 ratio = 0 は 2 倍体であることを示
す。また、BAF は両アレルがホモの場合は 0 もしくは 1、ヘテロの場合は 0.5 に
近い値となる。本実験において log2 ratio 値は、TSbip 株、TSmole株ともにゲノム
の全領域において 0 付近に信号が集中しており、染色体レベルでのコピー数の
変動は認めなかった。また BAF 値については、TSbip 株が 0.5 付近のヘテロ接合
を表す値と、0 および 1 付近のホモ接合を表す値を持つ SNP を両方持つのに対
し、TSmole株では、全ゲノム領域で 0.5 付近の信号がほぼ消失していた (図 12)。









い、形態、増殖、分化マーカー遺伝子の発現を TSbip 株と比較した。 
TSbip 株を EVT 細胞へと分化誘導すると、多角形でコロニーを形成する上皮系
の細胞から、紡錘型で細胞間結合が疎な間葉系の細胞に変化し、増殖を停止す
ることが報告されている 25)。一方 TSmole株は、EVT 細胞への分化誘導により、
紡錘型の細胞に分化する傾向は示したものの、TSbip 株に比べると形態的な分化
が未熟で、細胞間の結合も密な状態を保つ傾向を示した (図 13 A)。また、分化
誘導中も TSbip 株に比べ高い増殖能を維持する傾向にあった (図 13 B)。 
SynT 細胞に分化誘導すると、TSbip 株は細胞同士が融合して多核化する。TSmole
株も SynT 細胞への分化誘導により細胞の融合と多核化を示した (図 13 C) が、
細胞の融合度を示す Fusion index はやや低い傾向にあった (図 13 D)。 
TSmole株を EVT 細胞へ分化誘導することにより、EVT 細胞の分化マーカー遺
伝子である HLA-G、MMP2 の発現が顕著に上昇していた。しかしながら、HLA-G
の発現量は TSbip 株から誘導した EVT 細胞に比べると低い傾向にあった。TSmole
株を SynT へ分化誘導した際も SynT 細胞の分化マーカー遺伝子である SDC1、
CGB の発現が上昇していたが、SDC1 の発現量は TSbip 株から誘導した SynT 細
胞の 1/2 程度であった (図 13 E)。 







4.  TSmole 株の遺伝子発現解析 
TSmole株において発現異常を示す遺伝子を同定するために、RNA-Seq 解析を
行った。その結果、各 TSmole株の遺伝子発現様式は、TSbip 株のものと高い相関 (相
関係数 0.99) を示した (図 14 A)。また、ELF5、ITGA6、TEAD4 などの未分化マ
ーカーの発現量についても、TSmole株と TSbip株でほぼ同程度であった (図 14 B)。
一方、インプリント遺伝子に着目すると、TSbip 株で発現量の高い (FPKM≥10) 
遺伝子の多くは、TSmole株で発現に変化を示した (図 14 C、表 5)。PEG (父性発
現遺伝子) の多くは 1.5-2 倍程度発現が上昇するのに対し、MEG (母性発現遺
伝子) の多くは発現量が著しく低下していた。これは、父由来のアレルを 2 つも
ち、母由来のアレルを持たない全奇胎の遺伝学的特徴と矛盾しない結果であっ
た。TSmole 株でのインプリント遺伝子の発現様式は、CTmole 細胞 (全奇胎組織




と、CTmole細胞よりむしろ TSbip 株に近い発現パターンを示した (図 14 E)。この
結果は、CTmole 細胞の株化を行う過程で、全体的な遺伝子発現は TSbip 株に近づ
くことを示している。しかし、先に述べたように TSmole株と TSbip 株を比べたと
きのインプリント遺伝子の発現変化は、CTmole 細胞と CTbip 細胞を比べたときの
ものと類似している。そのため TSmole株と TSbip 株を比較することで、全奇胎に
おけるインプリント遺伝子の機能解析が可能であると考えた。 
 
5.  TSmole 株の DNA メチル化解析 
インプリント遺伝子の発現は、DMR (アレル特異的なメチル化領域) のメチ




DNA メチル化の解析を行った。まず、ゲノム全体の DNA メチル化率を、TSbip
株と TSmole株間で比較した (図 15 A)。その結果、遺伝子発現 (図 14 A) と同様
に、TSbip 株と TSmole 株のメチル化率は、全体として非常によく似ていた (相関
係数: 0.96-0.97)。また、ELF5 のプロモーターの低いメチル化率 34)、PMD (Partially 
methylated domain) の存在 35) といった栄養膜系列細胞に特異的なメチル化様式
も維持されていた (図 15 B、C)。ELF5 のプロモーターは栄養膜系列以外の細胞
では高メチル化を示す。PMD は、栄養膜系列細胞と一部の癌の培養細胞のみに
見られる、DNA のメチル化率が比較的低い領域のことを指す。ELF5 プロモー
ターの低メチル化と PMD の存在は、TS 細胞のクライテリアにも数えられてい
る 33)。 
次に、ヒト胎盤における既知の DMR 64 領域 36) に着目した。理論上、イン
プリントが維持されている場合、DMRにおけるメチル化率は 50% 前後となる。
TSbip 株においては 64 領域中 40 領域のメチル化率が中等度 (35-65％) であり 
(表 7)、これらの領域では、培養を経てもインプリントが維持されていると推測
された。一方、TSmole 株では大部分の領域が精子型のメチル化様式を示した。代
表的な 4 領域 (H19-DMR、KvDMR1、PEG3-DMR、AIM1-DMR) を 図 14 D-F
に示す。H19-DMR は精子でメチル化される DMR で、TSbip 株では中等度 (47%) 
のメチル化率を、TSmole 株では高い (>80%) メチル化率を示した (図 15 D)。
H19-DMR は、近接する IGF2 遺伝子の父性発現と、H19 遺伝子の母性発現を制
御することが知られている 37) 。遺伝子発現解析より、TSmole 株における IGF2
遺伝子の発現は TSbipの 2.7 倍、H19 遺伝子の発現は 1/30 以下であり (図 14 C、
表 5)、H19-DMR のメチル化状態とよく一致していた。KvDMR1 は卵子でメチル
化される DMR で、TSbip 株で中等度 (38%) の、TSmole株では低い (0.3-0.6%) メ




(lncRNA: long non coding RNA) である KCNQ1OT1 の発現を抑制し、その結果、
KCNQ1OT1 によって抑制される周辺のいくつかの遺伝子 (p57KIP2、PHLDA2、
SLC22A18 など) の発現を誘導すると推定されている 38) (「考察」で後述)。遺伝
子発現解析 (図 14 C、表 5) より、TSmole株における p57KIP2 の発現は TSbip 株の
1/10 以下であり、KvDMR1 のメチル化状態とよく一致していた。PEG3-DMR、
AIM1-DMR は卵子でメチル化される DMR であり、TSbip 株で中等度 (PEG3: 45、
AIM1: 51.5%) の、TSmole株で低い (PEG3: 3.4-4.5%、 AIM1: 6.5-10.1％) メチル
化率を示した (図 15 F、G)。しかし、TSmole 株において AIM1 と PEG3 の発現上
昇は認められなかった（図 14 C、表 5)。39)39)同様の傾向は、生体内の細胞 (CT




6.  TSmole 細胞の細胞増殖 
全奇胎の最も大きな特徴は、栄養膜細胞の異常増殖である。そのため、TSmole
株は TSbip 株より高い増殖能を持つと予想される。しかしながら、TSbip 株と TSmole
株を 5,000 cells/cm2 の細胞密度で播種し、継代を繰り返して 32 日間培養を行っ
たが、両者の増殖能に有意な差は認められなかった (図 16 A)。また、対数増殖
期の細胞倍加時間についても、両者の間で有意な差は認められなかった (図 16 
B) (TSbip 株: 24.0±2.740)40)時間、TSmole株: 21.0±2.5 時間、Student t 検定: p=0.33)。 
全奇胎では、正常の胎盤組織に比べ、栄養膜細胞が重層化して増殖する傾向
があることが報告されている 39)。 そこで、TSmole 株は CI40) に抵抗性を示すの
ではないかと考え、以下のように過密培養負荷試験を行った。TSbip 株、TSmole




した。細胞が飽和状態となる培養 3 日目までは、TSbip 株と TSmole 株の増殖速度
は、ほぼ同程度であった。しかしながら培養 4 日目以降、TSmole株の増殖速度は
TSbip 株を有意に上回り、6 日目の時点で TSmole株の細胞密度は TSbipの約 2 倍と
なった。(図 16 C、表 8)。以上の結果から、TSmole株は、CI による細胞増殖停止
に抵抗性を示すことが明らかになった。 
 
7.  TSbip株と TSmole株の細胞周期解析 
CI による増殖停止について詳細に解析するため、以下の実験を行った。TSbip
株、TSmole株を低密度 (0.5x104 cells/cm2) と高密度 (10x104 cells/cm2 ) の 2 通りの
細胞密度で播種し、2 日間培養した。培養した細胞を、10 µM の BrdU を添加し
て 1 時間後に細胞を回収し、フローサイトメトリー法による細胞周期解析を行
った。低密度培養下では、TSbip 株と TSmole株における S 期細胞の割合は、それ
ぞれ 56.2±0.2%と 62.6 ±3.8%であり、有意な差を認めなかった。一方、高密度培
養下では、TSbip株とTSmole株の S期細胞の割合が 20.2±0.3% と 40.0±3.7%であり、
後者で有意に高値を示した (図 17 A、B)。また、高密度培養を行った TSbip 株で
は、G1 期、G2 期の細胞の割合が共に増加していた。よって、CI による TSbip 株
の細胞周期停止は、G1期およびG2期両方で生じていることが示された (図 17 C、
D)。 
細胞周期の解析により、DNA 含量の分布が株間で大きく異なることも明らか
となった。TSbip 株では、大部分の細胞が 2 倍体であり、4n を超える DNA 含量
を持つ細胞は平均 11.2%であった。一方、株間でかなりのばらつきが見られたも
のの、TSmole株では、4n を超える DNA 含量を持つ細胞の割合がより高い傾向に
あった (平均 29.2%) (図 18 A、B)。各細胞株における DNA 含量の分布は、細胞
密度に依存せずほぼ一定であり (図 18 C)、8n を超える DNA 含量を持つ細胞は







  TSmole株の、CI への抵抗性という細胞特性に寄与している遺伝子を同定する
ために、① ヒト胎盤における既知のインプリント遺伝子 16) である ② 全遺伝
子発現解析の結果 TSbip 株で FPKM 値 10 以上の発現がある ③ TSmole株の TSbip
に対する発現変化量が 4 倍以上または 1/4 以下である、という３つの基準を定め
責任候補遺伝子を選出した。その結果、MEG である p57KIP2 と H19 が候補とし
て選出された (図 14 C、表 5)。p57KI2P と H19 は生体の全奇胎細胞でも発現が強
く抑制されており (図 14 D、表 6)、細胞株化後も、TSmole株での発現量が TSbip
株の 1/10 以下に抑制されていた (図 14 C、表 5)。また、p57KIP2と H19 は 11 番




成過程での DMR の獲得は障害されない。従って、H19 の ICR であり、精子でメ




性がある。しかし IGF2 も H19-DMR を ICR とするため 42)、H19 と同様に全奇胎







制御することが知られている 43)。このことは、CI へ抵抗性を持つという TSmole




9. インプリント遺伝子 p57KIP2 の発現と細胞密度の関係 
p57KIP2 と CI の関係を明らかにするために、細胞密度と p57KIP2 の発現の関係
を蛍光免疫染色法で観察した。低密度培養下においては、TSbip 株、TSmole株とも
に p57KIP2 発現細胞はほとんど見られなかった。一方、高密度培養下では、TSbip
株において p57KIP2 発現細胞の割合が顕著に増加したのに対し、TSmole 株では
p57KIP2 発現細胞の割合はほとんど増加しなかった (図 19 A)。p57KIP2 発現細胞の
割合を定量的に評価するために、フローサイトメトリー法による解析を行った。
低密度培養下における p57KIP2 発現細胞の割合は、TSbip 株で 1.5±0.1%、TSmole株
で 0.3±0.2%であった。一方、高密度培養下では、TSbip 株で 56.1±9.6% と大きく
上昇したのに対し、TSmole 株では 3.2±1.6%に留まった (図 19 B、C)。qRT-PCR
法による mRNA の発現解析でも、TSbip 株での p57KIP の発現量は高密度培養下で
約 30 倍高くなった一方、TSmole株での発現量はほとんど変化しなかった (図 19 
D)。この結果から、CI による p57KIP2 発現細胞の増加は転写レベルでの制御が関
与することが示唆された。 
 
10.  TSmole 株への p57KIP2の遺伝子導入 
p57KIP2 の発現抑制が、TSmole 株の増殖異常に関与するかどうかを明らかにす




性 p57KIP2 を導入した TSmole株を高密度で培養し、Dox 添加の有無による S 期細
胞の割合の変化を解析した。その結果、Dox 添加により、S 期細胞の割合が
42.0±4.0%から 28.1±1.5%へと有意に低下した (図 20 B、C)。よって、TSmole株の
増殖異常には、p57KIP2 の発現低下が関与することが示唆された。 
 
11.  p57KIP2 を TSbip 株でノックアウト  
p57KIP2 が CI による増殖停止に関わることを明らかにするため、Cas9 と p57KIP2
遺伝子に対する gRNA を TSbip 細胞に導入し、標的遺伝子のノックアウトを試み
た (図 21 A)。シングルセルクローニングによって得られた 14 ラインについて、
フローサイトメトリー解析を行った結果、2 ラインは p57KIP2 陽性 (+)、残りは陰
性 (-) であった (図 21 B)。p57KIP2 (-) クローンより 4 ラインをランダムに選択し、
p57KIP2 (+) クローン 2 ラインとともに、サンガー法を用いた変異解析を行った。
その結果、p57KIP2 (-) クローンは全てホモノックアウトであり、p57KIP2 (+) クロ
ーンは野生型とヘテロノックアウトが 1 ラインずつであった (図 21 C)。次に、
p57KIP2 (+) および (-) クローンの増殖能を比較した。低密度培養下での S 期の細
胞の割合は、p57KIP2 (+) クローン 57.0±5.7%、p57KIP2 (-) クローンで 67.5±1.3%で
あり、後者でやや多い傾向にあった。一方、高密度培養下での S 期細胞の割合
は、p57KIP2 (+) クローンでは 19.8±1.8% まで低下したのに対し、p57KIP2 (-) クロ
ーンでは 42.5±3.6% までの低下に留まった (図 22 A、B)。さらに、高密度培養
後の細胞数を計測したところ、p57KIP2 (-) クローンは p57KIP2 (+) クローンに比べ、

































1.  全奇胎由来幹細胞株の樹立 









TSmole 株は EVT 細胞および SynT 細胞への分化能を有していたが、TSbip 株
に比べて分化効率が低かった。p57Kip2 はマウス TS 細胞の分化のトリガーとして
働くことや 45)、発生中のマウス体細胞の分化に重要な働きをすることが知られ
ている 46)。つまり、TSmole株における p57KIP2 の発現抑制は、TSmole 株の分化効率
が低い原因の一つである可能性がある。一方で生体内の全奇胎組織においては、
p57KIP2 は CT 細胞で発現しないが EVT 細胞では発現することが知られているが
47)、その機序はまだ明らかになっていない。分化誘導中の TSmole 株における











組織構造の維持に必須である 48) 49)。さらに、CI の破綻は腫瘍の形成に関与して
いると考えられている 50)。本研究では、高細胞密度下に培養した TSbip 株が、
G1 期および G2 期で細胞周期を停止することを見出した。さらに、p57KIP2 の発
現が細胞密度依存的に上昇し、CI による増殖停止において重要な役割を担うこ
とを明らかにした。 
p57KIP2 は CIP/KIP ファミリーに属するサイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ー  (CDKI: Cyclin-dependent kinase inhibitor) の一つで、 CDK-Cyclin E 、
CDK4-Cyclin A,CDK3-Cylcin E など多種の Cyclin-CDK 複合体と結合し、細胞周
期を負に制御する。また p57KIP2 は、細胞周期の制御以外にもアポトーシスや細
胞の遊走などの制御にも関わっている 38)。ヒトの p57KIP2 は 4 つのエキソンから








p57KIP2 の発現減少は、Beckwith-Wiedemann 症候群 (以下 BWS) の発症原因の一









p57KIP2 の発現と CI が密接に関係しており、その破綻が全奇胎における栄養膜細
胞の増殖異常の原因である可能性が強く示唆された。また生体における正常胎
盤でも、細胞密度依存性に p57KIP2 の発現が上昇することが報告されている 56)。
CI による p57KIP2 の発現制御は、胎盤以外の組織でも重要である可能性があり、
今後の検証が待たれる。また、CI がどのような機構で p57KIP2 の発現を誘導する
のかは今回検討するまで至らなかった。CI が作動する経路として、1) Hippo-YAP
シグナルを介した経路 57)、2) E-cadhrein を介した経路 58)、 3) 細胞骨格の変化





3.  p57KIP2のインプリント発現制御 
マウスでは、p57KIP2 は 7 番染色体遠位に位置しており、その周辺領域には
KvDMR1 を ICR (imprinting control region) とするいくつかのインプリント遺伝
子  (Kcnq1ot1、Phlda2、Slc22a18 など ) がクラスターを形成して存在する 
(KvDMR1 ドメイン)。KvDMR1 は Kcnq1ot1 のプロモーター領域に位置しており、
KvDMR1 のアレル特異的メチル化により、Kcnq1ot1 は父性発現する。Kcnq1ot1
は lncRNA の一つで、マウス胎盤では G9a や EZH2 といったヒストンメチル化




(H3K27me3) やヒストン H3 リジン 9 のジメチル化 (H3K9me2) により対象の遺
伝子の転写を抑制することが報告されている 60)。この機序により、KvDMR1 ド
メインの Kcnq1ot1 以外のインプリント遺伝子は母性発現を示す 38)。 
ヒトでは、KvDMR1 ドメインは 11 番染色体短腕 15.5 領域 (11p15.5) に位置
し (図 23)、KvDMR1 はヒト胎盤において ICR であることが確認されている 36) 
(図 14 E)。しかしながら KCNQ1OT1 は TSbip株と TSmole株でほとんど発現が認め
られず (図 24) 、また、過去の報告では、KCNQ1OT1 はヒト胎盤において両ア
レル性発現を示すことが報告されている 61)。また、TS 株の p57KIP2の遺伝子座そ
のものに、DMR と考えられる領域は同定できなかった (図 25)。よって、ヒト
胎盤および TS 細胞における p57KIP2 のインプリント発現の維持には、KvDMR1
が ICR として機能しているが、KCNQ1OT1 は関与しない可能性が示唆される。 
 















ス TS 細胞 で は 、 p57kip2 の発現により細胞分裂を経な い核の増幅 
(endoreduplication) が起こり、増殖の停止と trophoblast giant cell への分化が起こ




5.  癌化とゲノムインプリンティング異常 
ゲノムインプリンティングの異常は、いくつかの胎児性癌の発症にかかわる
ことが報告されている。PEG の一つである IGF2 のインプリンティングの消失は
Wilms 腫瘍の発症に関わるとされ 64)、また網膜芽細胞腫の原因遺伝子として有
名な Rb1 もインプリント制御を受けている 65)。 
今回我々が着目した p57KIP2 は、癌抑制遺伝子として機能する可能性が指摘さ
れている 66, 67)。実際に、絨毛癌において、p57KIP2 のインプリンティングの消失
が報告されており 68)、全奇胎の絨毛癌化に重要な役割を果たしていることが推
察される。しかしながら p57KIP2 の発現が抑制されている BWS 患者では、絨毛













とを報告している 70)。前述のように KvDMR1 の脱メチル化は p57KIP2 の発現を
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図 1 インプリント遺伝子の遺伝子発現調節 
インプリント遺伝子は、特定の一方の親由来のアレルが発現する。この遺伝子
発現調節には、アレル特異的メチル化が機能する。このアレル特異的なメチル
化領域を DMR (differentially methylated region) と呼ぶ。 
 
図 2 マウスにおける前核移植実験  




ている(Surani et al. 1984, McGrath and Solter 1984)。 
 
図 3 マウス胎盤特異的インプリント遺伝子マップ 
マウス胎盤特異的インプリント遺伝子の染色体分布 (Okae H et al. Hum Mol 
Genet. 2014 より改変)。 
 
図 4 ヒト胎盤インプリント遺伝子 
A) 既知と新規のヒト胎盤インプリント遺伝子数。 B) DNMT1 と ACCS クラスタ
ー。新規インプリント候補遺伝子は遺伝子名に下線を引く。新規インプリント
候補遺伝子は DMR の近傍にクラスターを形成していた (Hamada et al. Am Hum 





図 5 全胞状奇胎の肉眼所見 
全奇胎では、ほとんどの絨毛に 2 mm 以上の大きさの水腫様変性がみられる。 
 
図 6 全胞状奇胎の病理組織学的所見 
全奇胎の絨毛間質細胞は増生し、毛細血管の増生はみられない。栄養膜細胞は、
絨毛を取り巻くように広範囲増殖し、異型性もしばしば認められる。上段写真
は自験例。下段写真は Blaustein’s Pathology of the Female Genital Tract sixth edition 
(Robert J. Kurman et al.) pp1092 から引用した。 
 
図 7 胞状奇胎の発生機序 
全奇胎は、雄核発生を原因とする。全奇胎の 90％以上は、ゲノムがすべて極体
へ排出されるかまたは不活化した卵 (ゲノム欠損卵) に、正常 1 倍体精子が受精
することにより発生する (1 精子受精・雄性発生)。残りはゲノム欠損卵へ 2 精子





図 8 ヒト胎盤幹 (TS) 細胞 








図 9 TS 細胞と生体細胞の遺伝子発現の比較 
各生体内胎盤構成細胞 (CT、EVT、SynT 細胞) で特異的に発現している、TS 細
胞および TS 細胞から分化誘導した細胞 (EVT-TS、SynT-TS 細胞) での遺伝子発
現量を Z スコア化し、ヒートマップで示した。TS、EVT-TS、SynT-TS 細胞の#1
と#2 は CT 細胞由来、#3 と#4 は胚盤胞由来の細胞。TS 細胞および分化誘導し
た細胞の遺伝子発現は、生体のそれぞれの胎盤構成細胞と類似していた (Okae H 
et al. Cell Stem Cell 2018 より改変)。 
 
図 10 TSbip株と TSmole 株の形態的比較 
TSbip 株、TSmole株の位相差顕微鏡写真。スケールバーの長さは 200 µm。 
 
図 11 トロフォブラストマーカー蛋白の蛍光免疫染色 
TSbip 株と TSmole株 におけるト TFAP2C、GATA3、KRT7 の免疫蛍光染色画像を
示す。核は Hoechst33258 で染色した。スケールバーの長さは 100 µm。 
 
図 12 TSbip株と TSmole 株の CNV 解析 
TSbip 株と TSmole株 の CNV 解析の結果を示す。上段に B allele frequency (BAF)
値、下段に log2ratio 値示す。chr は染色体番号を示す 
 
図 13 TSmole株の分化誘導 
A) TSbip 、TSmole株の EVT 分化誘導時の位相差顕微鏡写真。分化誘導開始から 6
日目に撮影した。スケールバーの長さは 100 µm。B) TSbip 株、TSmole 株の EVT
分化誘導時の増殖曲線。6 穴マルチプレートに TSbip 株、 TSmole株それぞれ 3 株




ーバーは±標準偏差を示す。C) TSbip 株、TSmole株の SynT 分化誘導時の位相差顕
微鏡写真。分化誘導開始から 6 日目に撮影した。核は Hoechist33258 を使用した。
スケールバーの長さは 100 µm。D) TSbip 株 、TSmole株を SynT 細胞へ分化誘導し
た際の融合率。Fusion index は合法体 1 個当りの核の数を N、合胞体の数を S、
すべての核の数を T とし、(N-S)/T で計算した。TSbip 株、TSmole 株それぞれ 3
株ずつを 6 穴マルチプレートに 1x105 ずつ播種し、4 日目に Fusion index を計算
した。比較対象として、TS 培養条件で TSbip、TSmole株それぞれ 2 株を 6 穴マル
チプレートに 1x105個播種し、2 日間培養した後に Fusion index を計算した。E) 未
分化細胞と分化細胞における分化マーカー遺伝子の発現量の比較。TS 株および
分化誘導した細胞について、HLA-G、MMP2 (EVT マーカー)、SDC1、CGB (SynT
マーカー) の発現を qRT-PCR 法で測定した。 
 
図 14 RNA-Seq 法による遺伝子発現解析 
A) TSbip 株と TSmole 株の遺伝子発現の比較。右上段の数値はピアソンの相関係数
を、左下段は各細胞株間を比較した遺伝子発現量の散布図を示す。B) TSbip 株 
(n=3)とTSmole株 (n=3) のTrophoblast系列細胞の未分化マーカー遺伝子の発現量
を示す。値は平均値+標準偏差で示す。C) TSbip 株と TSmole株 のインプリント遺
伝子の発現量。TSbip 株と TSmole 株、それぞれ 3 株の遺伝子発現量の平均値を比
較した。青い点は PEG (父性発現遺伝子)、赤い点は MEG (母性発現遺伝子) を
示す。TSbip 株で FPKM 値が 10 以上あったものについて、遺伝子名を記した。灰
色の点線は発現変化量 1 (遺伝子発現変動なし) を示す。D) 正常の胎盤から収集
した CT 細胞 (biparental CT: CTbip 細胞) と全奇胎組織から精製した CT 細胞 
(CTmole細胞) のインプリント遺伝子発現量。CTbip 細胞 3 サンプル、CTmole細胞 2




た遺伝子について、遺伝子名を記した。E) 株化した細胞 (TSbip 株、TSmole 株)、
と生体内の細胞 (CTbip細胞、CTmole細胞) を比較した、ピアソンの相関係数に基
づくヒートマップ。比較対象として、生体内胎盤の間質 (stroma) 細胞の遺伝子
発現データ 25) を用いた。 
 
図 15 WGBS 法による DNA メチル化解析 
A) TSbip 株、TSmole株間の DNA メチル化率の比較。右上段の数値はピアソンの相
関係数を、左下段は各細胞株間の DNA メチル化率の散布図を示す。DNA メチ
ル化率は 10 kb ごとにプロットした。B) ELF5 プロモーター領域の TSbip 株、TSmole
株の DNA メチル化様式。プロモーター領域は黄色で示す。各段の青色のバーは
DNA メチル化率を表す (0-100%)。ELF5 プロモーター領域のメチル化率は右に
示した。C) TSbip 株、TSmole株の 21 番染色体の DNA メチル化様式。PMD 領域を
黄色で示す。各段の青色のバーはその領域における DNA メチル化率を表す 
(0-100%)。D) TSbip 株と TSmole株の H19-DMR のメチル化様式。H19-DMR の領域
は黄色で示し、右側にメチル化率を示す。E) TSbip 株と TSmole株の KvDMR1 のメ
チル化様式。KvDMR1 は黄色で示し、右側にメチル化率を示す。F) TSbip 株と
TSmole株の PEG3-DMR のメチル化様式。PEG3-DMR は黄色で示し、右側にメチ
ル化率を示す。G) TSbip 株、TSmole株の AIM1-DMR のメチル化領域。AIM1-DMR
は黄色で示し、右側にメチル化率を示す。 
 
図 16 TSbip株と TSmole 株の増殖能 
A) 対数増殖期の増殖試験。TSbip 株と TSmole 株をそれぞれ 5x104 cells/cm2の密





ぞれ 3 株ずつについて実験した。B) 対数増殖期の増殖試験。TSbip株と TSmole株
の対数増殖期における細胞倍加時間を示す。細胞倍加時間は、各細胞株それぞ
れ 1x104 cells/cm2 の密度で播種し、72 時間後に細胞数を計測して求めた。それ
ぞれの株について独立した 3 回の計測を行った。値は、平均値＋標準偏差で示
す。有意差検定は Student t 検定を行った。n.s.は 有意差なしを表す。C) 過密培




図 17 TSbip株と TSmole 株の細胞周期解析  
A) TSbip #1 株 と TSmole #1 株の細胞周期解析。それぞれの細胞を低密度 (Low: 
5,000 cells/cm2)と高密度 (High: 100,000 cells/cm2) で播種し 2 日間培養した後に
BrdU で標識し、フローサイトメトリーによる細胞周期解析を行った。細胞核は
PI で染色した。点線の枠内は S 期の細胞を表す。数値は S 期の細胞の割合を表
す。B) TSbip株とTSmole株の細胞周期解析による S期細胞の割合。TSbip株 (n=3) と 
TSmole株 (n=5) の各培養条件における S 期細胞の割合について解析した。有意
差検定は Bonfrrroni/Dunn の多重比較検定を行った。**は P<0.01, NS は有意差な
しを表す。C) G1 期と G2 期細胞の判定。TSbip株を低密度 (Low: 5,000 cells/cm2)、 
高密度 (High: 100,000 cells/cm2) の 2 種類の細胞密度で播種し、2 日間培養した
後に、BrdU で標識し、フローサイトメトリーによる細胞周期解析を行った。細
胞核は PI で染色した。それぞれの点線で囲われた範囲を G1、G2 期細胞と判定
した。D) TSbip 株での細胞密度変化による G1 期、G2 期細胞の割合変化。TSbip 3






図 18 TSbip株と TSmole 株の染色体の倍数性解析 
A) TSbip 株と TSmole株の染色体倍数性解析。細胞は高密度 (100,000 cells/cm2) で
播種し、2 日間培養後に解析した。染色体数>4n の割合は、TSmole #1 株が TSmole 株
群で最も低く、TSmole #2 株が最も高かった。B) TSbip 株 (n=3) と TSmole株 (n=5) 
間の染色体倍数性の比較。縦軸は染色体数>4n の細胞の割合を表す。有意差検定
は Student t 検定を行った。*は P <0.05 を示す。C) 細胞密度による染色体の倍数
性の比較。TSbip 株、TSmole 株は低密度 (Low: 5,000 cells/cm2)、高密度 (High: 
100,000 cells/cm2) で播種し 2 日間培養後に解析した。培養下における染色体数
>4n の割合の比較。高密度における染色対数>4n の細胞のデータは、B と同じも
のである。 
 
図 19 細胞密度による p57KIP2 の発現変化 
A) TSbip #1 株と TSmole #1 株の p57KIP2 の蛍光免疫染色画像。TSbip 株と TSmole株は
それぞれ低密度 (Low: 5,000 cells/cm2) と高密度 (High: 100,000 cells/cm2) の 2 種
類の密度で播種し、2 日間培養した後に細胞を固定し、p57KIP2 の蛍光免疫染色法
を行った。細胞核は Hoechist 33258 で染色した。B) 細胞密度による p57KIP2 発現
細胞数の割合。TSbip #1 株と TSmole #1 株について、A で示したように培養し、フ
ローサイトメトリー法により p57KIP2 発現細胞の割合を解析した。細胞核は PI で
染色した。点線の枠内は p57KIP2 発現細胞を、数値は p57KIP2 発現細胞の割合を示
す。C) 細胞密度による p57KIP2 発現細胞数の割合。TSbip 株 (n=3)、TSmole株 (n=3) 
について解析を行った。D) 細胞密度による p57KIP2 発現量の比較。TSbi 株 (n=3)、
TSmole株 (n=3) を A と同様に培養し、qRT-PCR を行った。内部コントロール遺





図 20 TSmole株で p57KIP2の強制発現 
A) TSmole株での p57KIP2 の強制発現。Dox 存在下に p57KIP2 を発現するように遺伝
子導入した TSmole株を、高細胞密度 (100,000 cells/cm2) で播種し、24 時間培養
した。その後20 ng/mlの濃度でDoxを添加 し、フローサイトメトリー法でp57KIP2
の発現が誘導されることを確かめた。点線枠内は p57KIP 発現細胞を、数値は
p57KIP2 発現細胞の割合を示す。B) p57KIP の発現と細胞周期の関係。A と同様に
培養した細胞を BrdU で標識し、細胞周期解析を行った。細胞核は PI で染色し
た。点線枠内は S 期細胞を、数値は S 期細胞の割合を示す。C) p57KIP2 の発現と
細胞周期の関係。Dox (-) 群 (n=3)、Dox (+) 群 (n=3) について S 期細胞の割合
について解析した。有意差検定は Student t 検定を行った。**は P <0.01 を示す。 
 
図 21 p57KIP2 ノックアウトクローンの作成 
A) p57KIP2 の遺伝子構造と gRNA のターゲット付近の配列。転写開始コドンは赤
字で示す。B) p57KIP2 遺伝子のノックアウトの確認。p57KIP2 (+)クローンと p57KIP2 
(-) クローンは、高密度 (100,000 cells/cm2) で播種し、48 時間後にフローサイト
メトリー法による p57KIP2 発現解析法を行った。p57KIP2 発現細胞は点線内に囲ん
でいる。数値は p57KIP2 発現細胞の割合を示す。C) p57KIP2 (+) と p57KIP2 (-) クロ
ーンのサンガー法による DNA 配列解析。挿入は青字で、欠失は点線で表す。 
 
図 22 p57KIP2 ノックアウトクローンの細胞周期・細胞増殖能解析 
A) p57KIP2 ノックアウトクローンの細胞周期解析。p57KIP2 (+) クローン#1 と
p57KIP2(-) クローン#1 はそれぞれ低密度  (Low: 5,000 cells/cm2) と高密度 





で染色した。点線枠内は S期細胞を示し、数値は S期細胞の割合を示す。B) p57KIP2
ノックアウトクローンの細胞周期解析。p57KIP2 (+) クローン (n=2) と、p57KIP2 (-) 
クローン (n=4) について解析した。有意差検定は Bonferroni/Dunn の多重比較検
定を行った。*は p<0.05、**は p<0.01 を示す。C) p57KIP2 ノックアウトクローン
の過密培養負荷試験。p57KIP2 (+) クローン 2 株と p57KIP2 (+) クローン 4 株はそ
れぞれ 1x104 cells/cm2の密度で播種し (図 15 C の実験と同じ細胞密度)、 5 日目
まで継代を行わず培養し、細胞数を数えた。有意差検定は、Student t 検定を行っ
た。**は p<0.01 を示す。D) p57KIP2 ノックアウトクローンの染色体倍数性解析。
p57KIP2 (+) クローン 2 株と p57KIP2 (-) クローン 4 株の染色体数 >4ｎの細胞の割
合を比較した。有意差検定は Student t 検定を行った。NS は有意差なしを示す。 
 
図 23  KvDMR1 周辺におけるインプリント遺伝子のクラスター形成 
KvDMR1 周辺のヒトゲノム模式図。P: 父由来アレル、M: 母由来アレル、黒丸: 
メチル化 DNA、白丸: 非メチル化 DNA。矢印は発現する遺伝子と方向を示す。
KvDMR1 の周辺領域には、p57KIP2、SLC22A18、PHLDA2 などのインプリント遺
伝子がクラスターを形成して存在している。(Stampone et al. Int. J. Mol. Sci. 2018
より改変) 
 
図 24 KvDMR1 周辺のインプリント遺伝子の発現 
本研究で行った全遺伝子発現解析 (RNA-Seq 法) の結果から得られた、TSbip 株 
(n=3)、TSn=3 株 (n=3) の KvDMR1 周辺のインプリント遺伝子の発現量を示す。
データは平均値+標準偏差で示す。 
 





のバーは DNA メチル化率（0-100%）を示す。 
 
表 1 マウスの胎盤発生を制御するインプリント遺伝子 
Smith FM et al. Cytogenet Genome Res, 2006 より改変して引用。 
 
表 2 樹立された TSmole 株の臨床および細胞基本情報 
由来組織は病理医の診断により全奇胎であることが確認された。細胞の性は
qRT-PCR 法により Y 染色体遺伝子 EIF1AY の発現の有無を判定し決定した。 
 
表 3 コントロールとして用いた TSbip株の基本情報 
TSbi p#1-#3は *Okae et al, Cell stem cell, 2018 で使用された TSCT #1-#3と同じ細胞
株。TSbip #4 は今回新たに樹立し、CNV 解析にのみ使用した。 
 
表 4 p57KIP2 の強制発現、ゲノム編集実験に用いたプライマー配列 
 
表 5 TSbip株、TSmole株におけるインプリント遺伝子の発現量 (RNA-Seq) 
TSbip 株で FPKM 値が 10 以上のインプリント遺伝子の発現量を示す。PEG :父性
発現遺伝子、MEG: 母性発現遺伝子 
 
表 6 CTbip 細胞、CTmole 細胞におけるインプリント遺伝子の発現 (RNA-Seq) 






表 7 TSbip株、TSmole株における既知の DMR のメチル化率  
ヒト胎盤における既知の DMR 64 領域 (Court et al. Genome Res, 2014) のうち、
TSbip 株でメチル化率が中等度 (35-65%) であった領域の各細胞株におけるメチ
ル化率を示す。M: 卵子でメチル化される DMR、P: 精子でメチル化される DMR、
Pla: 胎盤特異的な DMR 
 
表 8 高細胞密度環境下における TSbip株と TSmole株の増殖能 
細胞倍加時間は図 15C の実験の Day4 と Day6 の細胞数をもとに計算した。Day6
の細胞数と培養ディッシュの面積から細胞飽和密度を計算した。有意差検定は





















































































































































































































































































































































































































































発現 遺伝子 分子機能 KOマウスの表現型














母性 Phlda2 機能未知 胎盤の重量増加、胎仔の成長に異常はみられない





父性 Mest 加水分解酵素 胎盤および胎仔の重量減少、雌のKOマウスは育児行動に異常がみられる



































細胞株 組織 妊娠週数  性 母体年齢 妊娠回数 出産回数 
TSmole #1 全奇胎 8 週 女 38 歳 2 0 
TSmole #2 全奇胎 8 週 女 28 歳 4 3 
TSmole #3 全奇胎 8 週 女 47 歳 3 1 
TSmole #4 全奇胎 8 週 女 33 歳 N.A. N.A. 




表 3 コントロールとして用いた TSbip 株の基本情報 
 
細胞株 組織 妊娠週数 性 備考 
TSbip #1 正常胎盤 6 週 女 文献*で樹立 
TSbip #2 正常胎盤 7 週 男 文献*で樹立 
TSbip #3 正常胎盤 7 週 女 文献*で樹立 




























p57 KIP2 - p3G_forward AGATATCCAGACCATGGAGCGTCTTGTCGCCCGT









p57 KIP2 -gRNA_forward GGACGAAACACCGGCGACAAGACGCTCCATCGGTT
p57 KIP2 -gRNA_reverse AGCTCTAAAACCGATGGAGCGTCTTGTCGCCGGTG
p57 KIP2 -Sanger_foward TTTCCCCTTCTTCTCGCTGTC
p57 KIP2 -Sanger_foward GGACACTAGGCAGCTGCTC
















アレル FPKM 標準偏差 FPKM 標準偏差
AIM1 chr6:106511854-106570449 26.1 2.4 22.6 5.1 0.90
CMTM3 chr16:66604031-66613893 13.5 2.3 31 4.7 2.30
DNMT1 chr19:10133345-10195079 36 2.9 116.1 28.1 3.20
IGF2 chr11:2129111-2149603 441.9 166.5 1174.2 645.6 2.70
INPP5F chr10:119726046-119829150 23 6.7 16.8 6.4 0.70
LIN28B chr6:104957047-105083332 53.6 5.7 91.3 12.9 1.70
PEG10 chr7:94656324-94669694 399.2 66.1 640.2 122.1 1.60
PEG3 chr19:56810076-56840726 46.6 3.1 59.1 11.3 1.30
ZFAT chr8:134477787-134713049 32.5 2.1 78.5 10.1 2.40
GRB10 chr7:50590062-50793462 14 0.6 11.7 0.6 0.80
H19 chr11:1995175-2001466 2933.9 81.2 77.1 85.7 0.00
NAA60 chr16:3443667-3486963 14.5 0.9 14.9 0.9 1.00
p57 KIP2 chr11:2883217-2885765 169.3 43.4 16.2 10.2 0.10













アレル FPKM 標準偏差 FPKM 標準偏差
AIM1 chr6:106511854-106570449 119.5 9.8 45.3 14.3 0.40
CMTM3 chr16:66604031-66613893 19.9 2.6 49.3 4.9 2.50
DNMT1 chr19:10133345-10195079 169.5 16.3 171.3 40.1 1.00
IGF2 chr11:2129111-2149603 1025.4 269.3 1449.4 316.8 1.40
INPP5F chr10:119726046-119829150 12.1 0.5 11.2 4.1 0.90
LIN28B chr6:104957047-105083332 72.5 6.8 87.3 0.1 1.20
PEG10 chr7:94656324-94669694 1547.2 170.6 1151.6 284.7 0.70
PEG3 chr19:56810076-56840726 324 44.9 244.8 39.1 0.80
ZFAT chr8:134477787-134713049 80.5 6 107.3 20.8 1.30
GRB10 chr7:50590062-50793462 4.9 2.6 4.8 0.4 1.00
H19 chr11:1995175-2001466 3763.6 697.8 610.7 288.3 0.20
NAA60 chr16:3443667-3486963 18.1 2 19.2 0.4 1.10
p57 KIP2 chr11:2883217-2885765 424.1 14 33 33.4 0.10

















由来 TS #1 TSmole #1 TSmole #2 TSmole #3
chr1 39558954 39559868 PPIEL M 38.7 0.4 0.5 1.1
chr1 68049750 68051862 DIRAS3 M 36.4 20.5 17 30.2
chr3 27462671 27465237 SLC4A7 M (Pla) 44.4 1.3 1.6 0.8
chr3 183097937 183099839 MCCC1 M (Pla) 43.2 6.7 6.2 5.7
chr4 88697033 88698086 NAP1L5 M 35.9 21.8 2.8 9.5
chr5 59037947 59040727 PDE4D M (Pla) 48.3 1.5 1.7 2
chr6 3848848 3850125 FAM50B M 59.6 46.8 33.8 28.3
chr6 106510070 106514099 AIM1 M (Pla) 51.5 7.5 6.5 10.1
chr7 11832064 11832433 THSD7A M (Pla) 50.4 0.6 10.6 0.3
chr7 12570729 12570900 SCIN M (Pla) 53.5 23.3 1.5 0.4
chr7 94656225 94658648 PEG10 M 42.1 0.3 0 0.4
chr7 130107028 130109885 KLHDC10 M (Pla) 48.8 23.2 28.9 22.4
chr7 130490281 130494547 MEST M 39.3 1.5 0.9 63.3
chr8 134694984 134697871 ZFAT M (Pla) 40.7 1.2 2.5 5.2
chr8 140098048 140100982 TRAPPC9 M 42.4 19.3 18.2 21.9




M (Pla) 46.6 0.7 0.2 0.3
chr10 63465326 63465870 JMJD1C M (Pla) 53.7 0.9 0.1 0.4
chr10 114239262 114240136 VWA2 M (Pla) 61.3 68.6 68.7 58.5
chr11 1997582 2003510 H19 P 46.8 81.6 80.2 79.8
chr11 2698718 2701029 KvDMR1 M 38.6 0.3 0.6 0.4
chr11 44065645 44067038 ACCS M (Pla) 41.5 29.4 2.5 3
chr11 93849763 93850214 VSTM5 M (Pla) 63.4 43 75.8 42.5
chr12 4324213 4324762 TIGAR M (Pla) 52.6 1.3 6.9 6.3
chr12 22334503 22335531 ST8SIA1 M (Pla) 50.3 4.3 1.4 3.5
chr13 32426557 32428311 N4BP2L1 M (Pla) 43 31.1 24.1 57.6
chr14 24093400 24094674 PCK2 M (Pla) 35.9 14.2 14.7 13
chr15 24954857 24956829 SNURF M 36.2 16 19.9 7.7
chr16 3431801 3432388 ZNF597 M 43.4 11 9 7.9
chr16 66604024 66605690 CMTM3 M (Pla) 36.8 1.1 1.1 1.3
chr16 68539338 68539676 ZFP90 M (Pla) 47.2 0.5 0.7 1.1
chr18 35376546 35377616 ZNF396 M (Pla) 46.9 8.4 6.3 8.5
chr19 10192830 10195739 DNMT1 M (Pla) 43.9 4.1 3.4 4.7
chr19 53537256 53538958 ZNF331 M 51.6 2.2 1.5 2.2
chr19 53647261 53652354 C19MC M (Pla) 45.1 0.4 0.4 0.7
chr19 56837125 56841903 PEG3 M 44.7 4.5 3.4 3.6
chr20 31546860 31548130 MCTS2 M 50 0.6 0.4 0.1
chr20 43513725 43515400 L3MBTL M 58.5 4.9 10.6 3.6
chr20 58850594 58852978 NESP-AS M 54.5 65.5 65.3 65.5
chr20 58853850 58856408 GNAS-XL M 48 32 33.7 31




















TSbip #1 61.2 334667
TSbip #2 85.7 351333
TSbip #3 70.2 283333
平均値（標準偏差） 72.4 (±12.4) 323111 (±35442)
TSmole #1 39.2 618000
TSmole #2 41 706666
TSmole #3 37.5 633333
TSmole #4 49.5 516000
TSmole #5 33.8 665333










BSA: Bovine serum albumin 
BWS: Beckwith-Wiedermann syndrome 
CDKI: Cyclin-dependent kinase inhibitor 
CI: Contact inhibition 
CNV: Copy number variation 
CT: Cytotrophoblast 
DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium 
DMR: Differentially methylated region 
Dox: Doxycycline 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF: Epidermal growth factor 
EVT: Extravillous trophoblast 
FBS: Fetal bovine serum 
FPKM: Fragments per kilobase of exon per million mapped reads 
hCG: human chorionic gonadotropin 
ITS-X: Insulin transferrin selenium ethanolamine 
lncRNA: long noncoding RNA 
  MEG: Maternally expressed gene 
PBS: Phosphate buffered saline 
PEG: Maternally expressed gene 
PCR: Polymerase chain reaction 
qRT-PCR: quantitative real-time PCR 




SNP: Single nucleotide polymorphism 
SynT: Syncytiotrophoblast 
TE buffer: Tris EDTA buffer 
TS: Trophoblast stem 
Tris: Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
VPA: Valproic acid 
WGBS: Whole genome bisulfite sequence 
 
